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 枯れ葉や枯れ枝として土壌中に堆積した植物体の主要構成物質の一つであるリグニンは
様々な真菌や細菌によって単芳香族化合物に分解され，最終的に TCA サイクルに入り完
全に資化される。このため，土壌中にはリグニンの中間代謝物として様々な単環芳香族化
合物が存在している。一連のリグニン分解に関わる微生物群は，これらの中間代謝物と似
た構造を持つダイオキシン類や毒性フェノール化合物などの環境汚染物質を分解すること
で知られており，近年その優れた分解能力を利用した汚染環境の浄化が試みられている。
本研究で用いたComamonas testosteroni KH122-3s株は，リグニンの中間代謝産物であ
る 3-ヒドロキシ安息香酸（3-HB）及び，4-ヒドロキシ安息香酸（4-HB）を唯一の炭素源
として生育可能な好気性土壌菌である。 
 我々の研究グループは，これまでに 3-HB代謝経路の初期に作用する 3-ヒドロキシ安息
香酸水酸化酵素（MobA）の転写制御因子としてMobRを見出した。MobRはオペレータ
ーに結合することでmobA遺伝子の発現を負に制御しており，3-HBがエフェクターとし
て結合した時にオペレーターから解離する。この時MobRは 3-HBの異性体であるサリチ
ル酸（2-HB）や 4-HBを厳密に識別していることや，3-HBの結合によってMobRの三次
構造に変化が生じることが分かっていたが，その詳細なメカニズムは知られていなかった。 
そこで，本研究ではMobRによるmobA遺伝子の転写制御機構の詳細を明らかにすること
を目的としX線結晶構造解析を行った。 
 まずMobRを大腸菌発現系にて大量発現し，各種クロマトグラフィーを用いて単一精製
した試料を用いて結晶化を行った。その結果，リガンド非結合型である apo-MobR 及び，
リガンド結合型であるMobR-3-HB複合体の単結晶を得ることができた。また，3-HBの
アナログである 2,3-ジヒドロキシ安息香酸（2,3-DHB）及び，3,5-ジヒドロキシ安息香酸
（3,5-DHB）とMobRの複合体についても，それぞれ単結晶を得ることができた。それぞ
れの結晶を用いて SPring-8 BL44XUにてX線回折実験を行い，得られた回折強度データ
を基に分子置換法によって位相を決定した。そして最終的に apo-MobRについては分解能
2.50 Å, Rwork = 21.7%, Rfree = 28.3%，MobR-3-HB複合体については分解能 2.20 Å, Rwork 
= 19.4%, Rfree = 24.6%，MobR-2,3-DHB複合体については分解能 2.40 Å, Rwork = 20.6%, 
Rfree = 28.3%，MobR-3,5-DHB複合体については分解能 2.10 Å, Rwork = 19.7%, Rfree = 
23.7%の精度で構造を決定した。 
 MobRの二次構造はいずれの結晶においても変化は無く，α1-α2-α3-α4-β1-β2-α5-
α6という 6本のαヘリックスと 2本のβストランドからなり，二量体を形成していた（図
1）。MobRは互いのα1-α5-α6（二量体形成ドメイン）の，側鎖間の疎水性の相互作用や
静電相互作用によって二量体の安定化を図っており，一方でα2-α3-α4-β1-β2は典型的
なWinged-HTH（Winged-Helix-Turn-Helix）モチーフからなるDNA結合ドメインであ
った。また，MobR-3-HB 複合体において二量体形成ドメインと DNA 結合ドメインの間
に，単量体当たり 1分子の 3-HBが結合しており，その周囲はポケット状の構造になって
いた。3-HBのカルボキシル基はHis31及びArg34の側鎖と水素結合を形成し，水酸基は
Gln134の側鎖及び，水和水を介して Ala40の主鎖のカルボニル酸素と水素結合を形成し
ていた（図 1）。一方で，3-HB の芳香環は疎水性の側鎖を持った Leu23, Phe28, Pro55, 
Phe58, Val130 と相互作用していた。また，3-HB のアナログ複合体においてもそれぞれ
の，アナログ分子は 3-HBと同様の部位に結合していた。さらに 3-HB結合ポケットの構
造に基づいたモデリングから，サリチル酸（2-HB）の 2 位の水酸基とは直接的に相互作
用できるアミノ酸残基が存在しないこと，及び 4-HBの 4位の水酸基はGln134の側鎖に
対して立体障害になる位置に存在することがわかり，このポケットの構造によってMobR
は異性体の識別を行っていることを明らかにした。 
 一方，リガンド非結合型の apo-MobRとMobR-3-HB複合体の立体構造を重ね合わせて
比較を行ったところ，リガンドの結合により DNA結合ドメイン全体に三次構造の変化が
起こっていた。特にDNA認識ヘリックスであるα4, α4’の角度がそれぞれのサブユニッ
トにおいて約 18°回転していた。そこで，これらの構造を用いて DNA 結合状態の構造の
シミュレーションを行った結果，MobR-リガンド複合体はいずれもDNAに結合できない
構造であると分かり，リガンドの結合に伴う構造変化が DNAから解離するために重要で
あることが示唆された。 
 
 
図 1  MobR-3-HB複合体の全体構造及び 3-HB結合ポケット 
